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Het autonome zenuwstelsel speelt een essentiele rol in het optimaal functioneren van het
lichaam in het dagelijks leven. Het is betrokken bij de regulatie van die organen in het lichaam,
die niet onder bewuste controle staan, zoals de darmen, alvleesklier, en hart en bloedvaten.
Het hart wordt vanuit de hersenen gestuurd door twee verschillende neuronale systemen
die onderdeel zijn van het autonome zenuwstelsel: het sympathische zenuwstelsel en het
parasympathische zenuwstelsel. Onder norrnale omstandigheden houden beide systemen elkaar
in een dynamisch evenwicht: is er sprake van een verlaging in de bloeddruk, dan leidt dit tot
een verhoogde sympathische activiteit hetgeen een verhoging van de bloeddruk tot gevolg heeft.
Omgekeerd, is de bloeddruk te hoog, dan leidt dit tot een verhoogde parasympathische
activiteit, wat resulteert in een verlaging van de bloeddruk.
Echter. tijdens een levensbedreigende situatie vindt er een verhoogde activatie van het
sympathische zenuwstelsel plaats, welke leidt tot redistributie van bloed van de ingewanden naar
de actieve spieren. Daarnaast leidt de verhoogde sympathische activiteit tot een verhoogde van
hartslag en bloeddruk, wat een verhoogde circulatie van het bloed tot gevolg heeft. Deze
(kortstondige) veranderingen maken het makkelijker voor het lichaam om te vluchten of te
vechten. Wordt het sympathische zenuwstelsel echter chronisch geactiveerd, dan veroorzaakt
dit in proefdieren cardiovasculaire aandoeningen.
Hart- en vaatzieklen zijn in de westerse maatschappij de voornaamste doodsoorzaak; een
stressvol bestaan wordt in de regel hiervoor mede verantwoordelijk geacht. E6n van de meest
voorkomende hartziekten is acute hartstilstand. De precieze mechanismen die teiden tot acute
hartstilstand zijn ruet bekend, maar er zijn aanwijzingen dat hartritme stoornissen en fibrillaties
in de hartventrikel een belangrijke rol spelen. Vaak hebben patienten die aan een ritmestoornis
hebben geleden, enkele uren voor de aanvang hiervan, een ernstige emotionele gebeurtenis
ondergaan. Dit zou erop kunnen wijzen dat ritmestoornissen en fibrillaties voorafgaand aan
acute hartstilstand mogelijk worden opgewekt in de hersenen, en dan, via (sympathische)
zenuwbanen, overgebracht worden op het hart.
Al geme ne vraa gste llin g
Het is essentieel om een goed inzicht te verkrijgen in de structuur van het sympathisch
gedeelte van het centrale zenuwstelsel dat functies van hart en bloedvaten controleert.
Vastgelegd in een accurate kaart kunnen de locaties en de nanier waarop deze neuronen (of
zenuwcellen) met elkaar verbonden zrjn, leiden tot nieuwe hypotheses betreffende het
functioneren van dit systeem in het centrale zenuwstelsel. Bepaling van neurotransmitters die
deze neuronen bevatten kan bijdragen aan de ontwikkeling van medicijnen voor de behandeling
van bijvoorbeeld hartziekten. Om de precieze locatie van bovengenoemde neuronen te bepalen,
is gebruik gemaakt van een neuroanatomische methode, die levend virus als tracer gebruikt.
Omdat de specificiteit van deze techniek nog niet bekend is voor het centrale zenuwstelsel, is
het noodzakelijk om deze eerst te onderzoeken.
In dit proefschrift worden de volgende specifieke vragen gesteld: (1) is de virale tracing
techniek geschikt om verbindingen aan te tonen in het centrale zenuwstelsel, (2) waar in het
centrale zenuwstelsel bevinden zich de neuronen die cardiovasculaire funkties controleren, (3)
welke zijn de neurotransmitters die deze neuronen gebruiken. en tot slot (4) zijn er gebieden
tt4
in het centrale zenuwstelsel waar het cardiovasculaire systeem en het biinier svsteem
convergeren'?
Experimentele technieken
De informatie gepresenteerd in dit proefschrift is verkregen met behulp van verschillende
technieken.
Voor het i.dentificeren vsn neuronen in de hersenen die betrokken zijn bij de sturing van
hart- en bloedvaatfunkties is gebruik maakt van actief Pseudorabies virus (PRV). Dit virus heeft
de eigenschap dat het zich kan verplaatsen en vermenigvuldigen in zenuwcellen. Als het virus
word geinjecteerd in een orgaan, zoals bijvoorbeeld het hart, zal het virus de zenuwuiteinden
binnendringen van de neuronen die het hart innerveren. Nadat het virus de zenuwuiteinden is
binnengedrongen begeeft het zich naar de celkern van de zenuwcellen (: retrograad transport,
d.w.z. van zenuwuiteinde naar cellichaam), alwaar het zich vermenigvuldigt. Het virus is dan
in staat om andere zenuwcellen, die contact maken met de geinf'ecteerde cel, binnen te dringen.
Op deze manier wordt een ketting van neuronen geinfecteerd. die tot ver in de hersenen gevolgd
kan worden. Geinfecteerde neuronen kunnen vervolgens zichtbaar gemaakt worden met behulp
van een specifieke kleuringstechniek.
Voor het aantonen van neurotrensmitter(s) in een geinfecteerde zenuwcel, is gebruik
gemaakt van een dubbel-fluorescentie t chniek. Hierbij wordt een geinfecteerde zenuwcel (die
onderdeel uitmaakt van het cardiovasculaire systeem en zichtbaar is gemaakt met een rood
fluorescerend antilichaam) behandeld met een groen fluorescerend antilichaam dat een bepaalde
neurotransmitter zichtbaar maakt. Met behulp van een filter is het mogelijk om gescheiden naar
rood fluorescerende en groen fluorescerende zenuwcellen te kijken. Bhjkt een zenuwcel zowel
rood als groen fluorescerend te ztjn, dan bevat de geinfecteerde cel de desbetreffende
neurotransmitter.
Voor het aantonen van verbindingen is gebruik gemaakt van de anterograde marker
(d.w.z. een tracer die van cellichaam naar zenuwuiteinde wordt getransporteerd) Phaseolus
vulgais leuco-agglutinin (PHA-L). Nadat PHA-L is geinjecteerd in een bepaald hersengebied,
wordt het opgenomen door de daar aanwezige zenuwcellichamen en dan getransporteerd naar
de zenuwuiteinden. Met behulp van een eenvoudig kleuringstechniek is het mogelijk om de
PHA-L bevattende zenuwuiteinden aan te kleuren. Het is dus mogelijk om met deze marker
verbindingen, die bepaalde zenuwcellen maken met andere delen van het zenuwstelsel, aan te
tonen.
Specificiteit van PRV
De eerste vraag die in dit proefschrift wordt gesteld is: hoe betrouwbaar is de virale
tracing techniek? Omdat met deze techniek specifiek de neuronen van 66n systeem kunnen
worden bestudeerd is het niet gewenst dat het virus a-specifiek neuronen van een ander,
belendend, systeem infecteert (dat mogelijk niets te maken heeft met het systeem onder studie).
Om die reden is in hoofdstuk 2 geanalyseerd of PRV in staat is om a-specifiek nabijgelegen
neuronen in het centrale zenuwstelsel te infecteren. De resultaten suggereren dat het virus,
onder bepaalde gecontroleerde condities, specifiek de volgende set van neuronen inf'ecteert.
Echter, het is mogelijk dat in sommige situaties PRV a-specifiek niet gerelateerde neuronen kan
infecteren. Dit kan zich bijvoorbeeld voordoen als PRV nabijgelegen, niet tunctioneel
gerelateerde vezels infecteert (Appendix).
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i. Hier:voor zijn 4
verschillende virus mutanten getest op hun specificiteit (hoofdstuk 5). De dubbel-virale tracing
methode houdt in dat een virus mutant (A) wordt geinjecteerd in bijvoorbeeld het hart, terwijl
in hetzelfde dier een andere virus mutant (B) wordt geinjecteerd in bijvoorbeeld de bijnier. Als
alles goed gaat, wordt virus A getransporteerd naar neuronen die specifiek het hart controleren,
en virus B naar die zenuwcellen die de bijnier controleren. Worden er hogerop in het
zenuwstelsel dan cellen gevonden die beide virussen bevatten, dan ligt de conclusie voor de
hand dat deze zenuwcellen mogelijk beide organen besturen. Uit onderzoek in hoofdstuk 5 is
gebleken dat van de 4 geteste mutanten, er 3 zijn die min of meer gelijke en bruikbare
eigenschappen bezitten.
Localisatie en chemische identificatie van cardiovasculaire neuronen in het centrale
zenuwstelsel
In zoogdieren worden organen geinnerveerd door neuronen die gelegen zijn in ganglia
(Fig. 1). Sympathische neuronen die het hart innerveren bijvoorbeeld, zijn voor het grootste
deel gelegen in het ganglion steliatum, en worden sympathische postganglionaire neuronen
genoemd. Deze neuronen worden op hun beurt geinnerveerd door neuronen die, gelegen in het
ruggemerg, sympathisch preganglionaire neuronen (SPNn) worden genoemd. In het algemeen
projecteert een SPN specifiek naar 66n ganglion. SPNn worden geinnerveerd door neuronen die
gelocaliseerd zijn in zowel het ruggemerg als de hersenen.
In dit proef'schrift is met behulp van de virale tracing techniek de precieze locatie van deze
neuronen (die naar ganglion stellatum SPNn projecteren) bepaald. Daarnaast zijn de














Figuur l .  Schernatisch overzicht van de algemene organisatie van het autol lome zenuwstelsel.  Weinig
is bekend over de localisatie van neurouen in de hersenen en ruggernerg die pro.iecteren aar ganglion






SPN innervatie vanuit het ruggemerg
Weinig is bekend over de neuronen in het ruggemerg die projecteren naar ganglion
stellatum SPNn. De resultaten in dit proefschrift hebben echter aangetoond at het grootste
gedeelte van deze neuronen is gelegen in verschillende lagen van het centrale grijs (laminae I,
II, IV, V, VII en X). Enkele van deze neuronen bevatte 66n van de volgende neurotransmitters:
substance P, enkephaline of somatostatine (hoofdstuk 3).
Een interessante vinding in dit proefschrift was de ontdekking van twee groepen neuronen
in het voorste cervicale ruggemerg (deel van het ruggemerg ter hoogte van de schouder gordel)
(hoofdstuk 3). Beide celgroepen, gelegen in de laterale spinale nucleus en de laterale funiculus,
waren voorheen niet geidentificeerd als onderdeel van het cardiovasculaire systeem. Beide
gebieden zijn waarschijnlijk betrokken bij de controle van meerdere autonome functies. Dit,
omdat (l) PRV injecties in verschillende sympathische ganglia en de bijnier leidde tot
geinfecteerde neuronen in beide groepen, en (2) beide gebieden directe verbindingen hebben met
SPN neuronen (hoofdstuk 4). Dit laatste is met behulp van PHA-L aangetoond.
Samengevat onen bovengenoemde bevindingen aan dat er op zijn minst drie groepen
neuronen in het ruggemerg zijn die ganglion stellatum SPNn innerveren: (l) in de opper
cervicale laterale nucleus, (2) in de opper cervicale laterale funiculus, en (3) in verschillende
laminae door het gehele ruggemerg.
SPN innervatie vanuit de hersenen
In de hersenen zijn verschillende gebieden gevonden die directe verbindingen hebben met
ganglion stellatum SPNn. Deze zijn gelegen in de hersenstam (de rostraal ventrolaterale medulla,
de rostraal ventromediale medulla, de caudale raphe kernen, het .A5 gebied en de Kcilliker-Fuse
nucleus), de middenhersenen (periaqueductale grijs en precommissurale nucleus), en de
hypothalamus (de laterale hypothalamische nucleus en de paraventriculaire hypothalamische
nucleus) (hoofdstuk 3).
De grootste groep van neuronen die naar ganglion stellatum SPNn projecteren is
gelocaliseerd in de hersenstam (meer specifiek, de rostraal ventromediale medulla gevolgd door
de caudale raphe kernen en het A.5 gebied) (hoofdstuk 3). Van de neuronen die naar SPNn
projecteren bevatte de grootste groep de neurotransmitter adrenaline, gevolgd door serotonine
en noradrenaline (hoofdstuk 3).
Tot slot werd de vraag gesteld of een deel valt deze neuronen ook in staat is om de bijnier
te controleren (hoofdstuk 6). Dit, omdat gedurende xtreme situaties zowel de bijnier als het
cardiovasculaire systeem wordt geactiveerd. Activatie van de bijnier leidt tot adrenaline afgifte
in de bloedstroom, welk onder andere bijdraagt aan de redistributie van bloed van ingeu'anden
naar actieve spieren. Activatie van het cardiovasculaire systeem heeft een verhoogde hartslag
frequentie en bloeddruk tot gevolg.
Met behulp van een dubbel virale tracing techniek zljn deze neuronen geidentificeerd.
Hiervoor werden twee gemuteerde virussen, die op specificiteit getest werden in hoofdstuk 5,
gebruikt. Edn virus mutant werd geinjecteerd in de bijnier, terwijl in hetzelfde dier de andere
virus mutant werd geinjecteerd in het ganglion stellatum. Dubbel geinfecteerde neuronen werden
geidentificeerd in de hersenstam, .A5 gebied en hypothalamus. Het grootste aantal dubbel
geinfecteerde neuronen werd gevonden in de hersenstam.
Deze type neuronen zijn mogelijk verantwoordelijk voor de simultane activatie respons die
opgewekt wordt gedurende extreme situaties zoals stress.
